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RESUMO 
 
Brachyteles hypoxanthus, muriqui-do-norte, encontra-se ameaçado pelo pequeno 
número de indivíduos na natureza, distribuídos em apenas 12 populações isoladas, 
sendo classificado como “criticamente em perigo” de extinção. Estudos com DNA 
mitocondrial (DNAmt) revelaram a população de Santa Maria de Jetibá (SMJ) como 
uma Unidade de Manejo, apesar do habitat menor e altamente fragmentado. Nosso 
objetivo foi avaliar se as populações de cada fragmento também formam unidades 
genéticas diferenciadas. Analisamos 43 indivíduos de seis áreas do município 
utilizando-se cinco locos de microssatélites e 366 pb da região hipervariável I (D-loop, 
DNAmt). Índices moderados de diversidade genética (Dg=0,74) e heterozigosidade 
(Hobs=0,60) foram encontrados com DNAn. As populações São Sebastião de Belém 
(SSB) e Córrego do Ouro 1 (CO1) desviaram de HWE e foram significantes no 
coeficiente de endocruzamento (Fis=0,259 e 0,206; respectivamente). Foram detectados 
sete haplótipos (DNAmt), com diversidade haplotípica moderada (h=0,7540). O 
haplótipo H1 foi exclusivo para SSB, enquanto as demais populações compartilharam 
três haplótipos (H2, H3 e H5). Não foram descartadas as hipóteses de estabilidade 
populacional. Observou-se fraca estruturação genética para DNAn (Fst=0,0768), porém 
forte estruturação para DNAmt (Φst=0,58013), com SSB distinta das demais 
populações (0,65256≤Φst≤0,94310). Diversidade genética moderada em SMJ foi 
inesperada para uma espécie criticamente em perigo de extinção e deve-se 
provavelmente ao longo tempo das gerações, visto que as populações apresentaram 
fraca estruturação genética entre si (DNAn). No entanto, desvios de HWE e a 
predominância de um haplótipo do DNAmt para SSB podem ser sinais dos efeitos da 
deriva genética, já que não se descartou a hipótese de equilíbrio demográfico. Tais 
efeitos são congruentes com a proposta de que a deriva genética tende a ser mais intensa 
em populações insulares, uma analogia aos fragmentos de mata de SMJ. Visto a baixa 
diferenciação na freqüência de alelos e o compartilhamento de haplótipos, os dados 
sugerem que as populações de SMJ em particular não devem ser tratadas como unidades 
diferenciadas. Baseado nisso, simulações da diversidade genética mostram que o 
aumento da conectividade dos fragmentos florestais em SMJ a médio e longo prazo 
pode ser uma medida essencial para a recuperação, manutenção e conservação do 
muriqui-do-norte no município.  
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 ABSTRACT 
 
Brachyteles hypoxanthus, northern muriqui, is threatened by the small number of 
individuals in the wild, distributed in only 12 isolated populations, being classified as 
"critically endangered" species. Mitochondrial DNA (mtDNA) studies revealed the 
population of Santa Maria de Jetibá (SMJ) as a Management Unit, despite of habitat 
smaller and highly fragmented. Our objective was to assess whether the populations of 
each fragment also form different units. We analyzed 43 individuals from six areas of 
the municipality using five microsatellite loci and 366 bp of hypervariable region I (D-
loop, mtDNA). Moderate levels of genetic diversity (Dg=0,74) and heterozygosity 
(Hobs=0,60) were found with nDNA. Populations São Sebastião de Belém (SSB) and 
Córrego do Ouro 1 (CO1) deviated from HWE and were significants in the inbreeding 
coefficient (Fis=0,259 and 0,206; respectively). Were detected seven haplotypes 
(mtDNA), with moderate haplotype diversity (h=0,7540). The H1 haplotype was unique 
to SSB, while the other three populations shared haplotypes (H2, H3 and H5). Not were 
discarded the hypothesis of population stability. There was a weak genetic structure for 
nDNA (Fst=0,0768), but strong structure for mtDNA (Φst=0,58013), with SSB distinct 
from other populations (0,65256≤Φst≤0,94310). Moderate genetic diversity in SMJ 
unexpected for a species critically endangered and is probably due to the long 
generations, since the populations had weak genetic structure between themselves 
(nDNA). However, deviations from HWE and the predominance of one haplotype of 
mtDNA for SSB may be signs of the effects of genetic drift, since it does not rule out 
the hypothesis of demography equilibration. These effects are consistent with the 
proposal that genetic drift tends to be more intense in island populations, an analogy to 
forest fragments of SMJ. Seen the low differentiation in allele frequencies and sharing 
of haplotypes, our data suggest that the population of SMJ in particular should not be 
treated as different units. Based on this, the genetic diversity simulations show that the 
increased connectivity of forest fragments in SMJ over the medium and long term can 
be an essential step in the restoration, maintenance and conservation of northern 
muriqui in the municipality. 
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INTRODUÇÃO 
 
O muriqui (gênero Brachyteles) é o maior primata não-humano dos Neotrópicos 
(Rowe, 1996), se alimenta principalmente de folhas e frutos (Martins et al., 2003), vive 
em grupos sociais e possui sistema reprodutivo promíscuo (Dias & Strier, 2003). Em 
sua sociedade, os machos são filopátricos e as fêmeas migram para outro grupo social 
quando estão próximas da primeira idade reprodutiva (Strier & Ziegler, 2000), sendo as 
principais responsáveis pelo fluxo gênico entre as populações. Duas espécies endêmicas 
da Mata Atlântica compõem o gênero, B. arachnoides (É. Geoffroy, 1806) ou muriqui-
do-sul; e B. hypoxanthus (Kuhl, 1820) ou muriqui-do-norte. 
Em seu estudo, Aguirre (1971) sugeriu que as populações de muriqui sofreram 
um gargalo populacional em decorrência da fragmentação da Mata Atlântica. Estudos 
ecológicos e demográficos recentes em B. hypoxanthus estimam apenas 855 animais 
distribuídos em 12 populações (Mendes et al., 2005a), com nenhuma delas com 500 
indivíduos, o número mínimo estimado para manter a variabilidade genética (Lande, 
1998). O isolamento das 12 populações remanescentes, em sua maioria pequenos 
fragmentos florestais, somado ao número baixo de indivíduos na natureza, permitiu 
classificar B. hypoxanthus como “criticamente em perigo” de extinção, segundo 
critérios da IUCN (Mendes et al., 2008). As causas para a redução populacional também 
foram associadas à degradação da mata e à caça (Mittermeir et al., 1987), agravando seu 
quadro de ameaça.  
Um dos problemas para espécies cujas populações são pequenas e isoladas é a 
probabilidade aumentada de perda de alelos, associada às variações das freqüências dos 
alelos nas populações, fenômeno conhecido como deriva genética (Frankham et al., 
2002; Fagundes, 2005). Por sua vez, a perda da diversidade genética pode reduzir a 
viabilidade da população em longo prazo (Allendorf & Leary, 1986; Fagundes, 2005), 
podendo levá-la à extinção. Somado a isso, em populações pequenas e isoladas pode-se 
aumentar a homogosidade como produto de endocruzamento e, conseqüentemente, os 
efeitos genéticos deletérios associados (Primack & Rodrigues, 2001; Fagundes, 2005).  
Diante de todos os perigos que as populações reduzidas estão sujeitas, torna-se 
claro que para a maior efetividade das medidas de conservação e estratégias de manejo 
de espécies ameaçadas é indispensável o conhecimento da estrutura genética e a 
distribuição da diversidade genética de uma espécie (Avise, 1989; Smith et al., 1993). 
Estudos preliminares com muriqui-do-norte usando DNA mitocondrial (DNAmt) em 
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oito das 12 populações remanescentes (Chaves, 2005; Alvarenga, 2008; Fagundes et al., 
2008) revelaram grande diferenciação entre as populações, grande diversidade 
haplotípica e evidências de fluxo gênico em um passado recente. As populações da 
Estação Biológica de Caratinga (EBC) e da Reserva Particular do Patrimônio Natural 
Mata do Sossego (RPPNMS) mostraram baixa diversidade genética intrapopulacional, 
em oposição às populações do Parque Estadual do Rio Doce (PERD), Parque Estadual 
Serra do Brigadeiro (PESB) e do município de Santa Maria de Jetibá (SMJ), que se 
revelaram como potenciais reservatórios da diversidade genética da espécie, indicadas 
como Unidades de Manejos distintas (Alvarenga, 2008).  
A população do município de SMJ destacou-se por apresentar o terceiro maior 
índice de diversidade haplotípica (h=0,7540) entre as oito populações analisadas  
(Alvarenga, 2008), apesar de suas populações ocuparem isoladamente um habitat menor 
e fragmentado quando comparado com as demais localidades (Mendes et al., 2005a). 
Este município está localizado na região centro-serrana do estado do Espírito Santo, 
leste do Brasil (20º02’S; 40º42’W) e possui cerca de 40% de sua superfície recoberta 
por remanescentes florestais em estágio médio e avançado de sucessão, intensamente 
fragmentados (de 60 a 350 ha) e restritos a topos de morros, separados por uma matriz 
de culturas diversas (horticultura, cafeicultura, eucalipto e pastagens; Mendes et al., 
2005a). Populações de muriqui em SMJ encontram-se em pelo menos 13 fragmentos, 
com uma população mínima estimada de 84 animais, variando o número de indivíduos 
por fragmento de um a 19 (Mendes et al., 2005a; Rogério Ribeiro, comunicação 
pessoal). Em geral, indivíduos solitários em um fragmento são fêmeas, mas também há 
fêmeas solitárias em fragmentos com presença de grupos de muriquis (Mendes et al., 
2005a). Considerando esse cenário, estes animais vivem, portanto, em uma situação 
rara, pois sobrevivem em pequenos fragmentos de mata e, além disso, não são caçados, 
devido à falta dessa tradição na região (Mendes et al., 2005a). 
Apesar da fragmentação do habitat ser destaque no município, uma análise 
histórica da fragmentação florestal entre os anos de 1970 e 2005 revelou que ao longo 
desse período ocorreu incremento de mata. Dessa forma, atualmente a fragmentação 
encontra-se em um nível menor de que se encontrava na década de 70, com 
aproximadamente 2459,80 ha de floresta nativa passando de estágio inicial de 
regeneração para estágio médio a avançado, em contraposição a um decréscimo de 
101,43 ha de mata por desmatamento, passando de estágio médio a avançado para o 
estágio inicial (Almeida Júnior, 2006).  
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O aumento de área florestal em SMJ pode ter promovido um contato secundário 
entre as populações de fragmentos próximos, dada a maior facilidade de locomoção de 
fêmeas jovens entre fragmentos antes da primeira idade reprodutiva. Um exemplo é o de 
duas populações próximas, denominadas Rio das Pedras 1 e 2 (RP1 e RP2; Mendes et 
al., 2005b), que embora consideradas populações separadas, migração de fêmeas entre 
si já foram observadas em campo. Da mesma forma, em outras duas populações 
próximas denominadas Córrego do Ouro 1 e 2 (CO1 e CO2; Mendes et al., 2005b), que 
apesar de independentes, já foram verificadas trocas periódicas recentes de machos da 
população CO1 (2-4 indivíduos) para a população CO2 e, conseqüentemente, cópulas 
com fêmeas de CO2 (Rogério Ribeiro, comunicação pessoal).  
Apesar do incremento de mata ao longo desse período, a fragmentação ainda 
representa uma ameaça para as populações de muriqui em SMJ, podendo causar seu 
isolamento completo e, assim, reduzir seu potencial de sobrevivência em longo prazo. 
Um exemplo aplica-se à população São Sebastião de Belém (SSB), a mais estudada 
desde que as populações começaram a ser monitoradas em 2001 (Mendes et al., 2005b), 
que se encontra isolada das demais, conseqüência provável da maior fragmentação no 
entorno e da presença de uma rodovia pavimentada, o que provavelmente interfere na 
migração de fêmeas jovens para as áreas próximas. Um fato que dá suporte a essa 
hipótese é a observação de fêmeas solitárias de SSB dentro do fragmento onde habita 
seu grupo natal, provavelmente devido à falta de oportunidade de dispersar para outro 
grupo social (Mendes et al., 2005b). Tentativa de manejo dessas fêmeas já foi bem 
sucedida em SMJ, com a translocação de uma fêmea jovem da população SSB para 
CO1 (Mendes et al., 2005b). 
A diversidade genética moderada apresentada pela população de SMJ foi 
inesperada perante o cenário em que se encontram (Alvarenga, 2008). Essa população 
foi classificada como uma Unidade de Manejo, porém há questionamentos (1) se o 
grupo de indivíduos de cada fragmento (aqui chamados de populações) são unidades 
genéticas distintas; (2) se a fragmentação da mata, a distância geográfica entre os 
fragmentos florestais ou a presença de uma rodovia pavimentada podem atuar como 
eficientes barreiras para o fluxo gênico entre as populações e, assim, promover a 
diferenciação genética entre elas; (3) se há evidências genéticas da ocorrência de 
gargalo populacional como proposta por Aguirre (1971); e (4) se há evidências 
genéticas da expansão populacional frente ao crescimento das matas já verificado na 
região.  
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Moritz (1994) já afirmara que para caracterizar as unidades genéticas é 
necessário investigar tanto DNA mitocondrial (DNAmt) como nuclear (DNAn), já que a 
desvantagem de se analisar apenas o DNAmt é que este avalia somente as linhagens 
maternas de uma espécie (Avise & Hamrick, 1996), sendo necessário o uso de um 
marcador nuclear para avaliar a influência das linhagens paternas, assim como para 
comparar estimativas de parâmetros demográficos independentes. Dentre eles, os 
microssatélites destacam-se em estudos em conservação, especialmente em populações 
que sofreram gargalo populacional e efeitos da endogamia, por não sofrerem efeitos da 
pressão seletiva (porções não-codificantes) e apresentarem alta taxa de mutação 
(Goldstein & Schlotterer, 1999).  
Nesse sentido, o presente estudo caracterizou as populações de B. hypoxanthus 
em Santa Maria de Jetibá, confrontando dados de DNAmt e DNAn, e assim avaliou se 
as populações constituem unidades genéticas distintas. Para tanto, avaliou-se: (1) a 
diversidade genética de seis populações isoladas com DNA nuclear e mitocondrial; (2) 
os índices de endocruzamento e sua relação com os índices de diversidade genética; (3) 
evidências genéticas de gargalo e expansão populacional recente; (4) existência de 
estruturação genética entre as populações; (5) e a existência de barreiras para o fluxo 
gênico no município. Nesse sentido, foi possível discutir a importância e contribuição 
dos dados genéticos na conservação e manejo da espécie em SMJ. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Amostragem e genotipagem 
Nossa amostra foi composta de 43 indivíduos provenientes de seis áreas de 
ocorrência do município (Figura 1, Tabela 1): São Sebastião de Belém (SSB, n=16), Rio 
das Pedras 1 (RP1, n=4), Rio das Pedras 2 (RP2, n=1), Córrego do Ouro 1 (CO1, n=19), 
Córrego do Ouro 2 (CO2, n=1) e Rio Claro-Triunfo (RCT, n=2); o que compreende 
61,8% do total de indivíduos dessa população para uma espécie “criticamente em 
perigo” de extinção (Mendes et al., 2008). Pelo menos uma amostra de fezes de cada 
indivíduo foi obtida durante os trabalhos de campo por equipes responsáveis por estudos 
comportamentais e ecológicos, sendo os animais identificados previamente por marcas 
naturais do corpo e pela despigmentação da face. Depois da defecação, as amostras 
fecais (cerca de 5 g por indivíduo) foram transferidas para um tubo cônico de 
polipropileno de 50 ml contendo um agente desidratante (sílica-gel). Cerca de 10-20 g 
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de sílica gel com indicador de umidade e uma fina camada isolante de algodão foram 
adicionados abaixo e acima da amostra até completar o tubo a fim de se obter um 
processo rápido de desidratação. As amostras foram cadastradas no Banco de Fezes e 
DNA de Muriqui do Laboratório de Genética Animal da UFES e estão conservadas a -
20º C. O DNA, retirado das amostras fecais, foi extraído utilizando-se o QIAamp DNA 
Stool Mini Kit® (Qiagen).  
DNA Microssatélite: Amostras de DNA de 42 indivíduos foram amplificadas 
pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) com seis pares de primers previamente 
descritos para Lagothrix lagotricha (Di Fiore & Fleischer, 2004; Tabelas 1 e 2). 
Reações com 25 µL continham: 1x de solução tampão; 0,8 mM de dNTP; quantidades 
específicas de MgCl2 e BSA (Tabela 2); 0,48µM de cada primer; 0,625 U de Platinum 
Taq DNA Polymerase® (Invitrogen, EUA); e 50 ng de DNA molde. O perfil da PCR foi 
94°C por 2 minutos; 40 ciclos: de 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento 
específica para cada primer por 30 segundos (Tabela 2) e 72°C por 1 minuto; e extensão 
final a 72°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram separados em gel de 
poliacrilamida 10%, corados com nitrato de prata 0,1% e os tamanhos dos fragmentos 
foram estimados com marcador molecular de 10 pb (Invitrogen, EUA), utilizando-se um 
gráfico exponencial construído em mono-log no aplicativo Microsoft Office Excel 2007 
(Microsoft Corporation, USA). Para minimizar erros de genotipagem, definimos os 
alelos segundo o protocolo de “múltiplos tubos” (Taberlet et al., 1996), que prediz que a 
condição heterozigota é determinada com três reações independentes, e dos 
homozigotos com sete reações. Para excluir a possibilidade de duplicação de amostras 
de DNA do mesmo indivíduo, apenas genótipos multilocos únicos foram incluídos na 
análise, identificados pelo programa IDENTITY 1.0 (Wagner & Sefc, 1999). Foi 
calculada a probabilidade de identidade (PID), que é a probabilidade que dois indivíduos 
diferentes dividirem o mesmo genótipo multilocos de um dado número de locos 
(Paetkau & Strobeck, 1994). 
DNA Mitocondrial: Foram utilizadas 32 seqüências de 366 pb da região 
hipervariável I da alça D-loop (ou região controladora) do DNAmt (Tabela 1, Anexo I) 
obtidas por Chaves (2005). Para obtenção das seqüências, um fragmento de 460 pb foi 
amplificado pela reação de PCR com os primers Mono1 e Mono2, descritos por 
Fagundes et al. (2008). Reações com 50 μl apresentavam: 1x de solução tampão; 3 mM 
de MgCl
2
; 0,2 M de dNTP; 10μM de cada primer; 3U de Platinum Taq DNA 
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Polymerase
® 
(Invitrogen, EUA); e 10-40 µg de DNA molde. O perfil da PCR foi 94°C 
por 5 minutos; 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos e 72°C por 1 
minuto; e 72°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a uma 
eletroforese em gel de agarose 1% para checagem do tamanho, utilizando o marcador de 
peso molecular de 1Kb (Invitrogen, EUA). Posteriormente, estes foram purificados com 
os kits Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System  (Promega) e PureLink™ PCR 
Purification Kit (Invitrogen, EUA) e quantificados em gel de agarose 2,0% com Low 
DNA Mass Ladder (Invitrogen, EUA) pela comparação direta da intensidade luminosa. 
Os produtos foram então seqüenciados com o seqüenciador ABI Prism 3700 seguindo-
se o protocolo Big Dye Terminator do fabricante (Applied Biosystems, Foster City, 
EUA).  
 
Análise dos Dados 
 
Diversidade genética e endocruzamento  
DNA Microssatélite: Somente locos polimórficos foram usados nas análises. Foi 
realizado o teste de desequilíbrio de ligação entre pares de locos e o teste de Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg (HWE) com o programa GENEPOP 4.0.10 (Raymond & Rousset, 
1995). A proporção de heterozigotos (Hpr) foi calculada com o programa FSTAT 
2.9.3.2 (Goudet, 1995). Para verificar a presença de alelos nulos foi utilizado o 
programa MICROCHECKER 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004), que por meio de 
testes probabilísticos avalia o excesso na freqüência de homozigotos. Para todas as 
análises, valores de P foram considerados significativos no nível de 0,05 (P≤0,05). Para 
análises de testes múltiplos simultâneos foi aplicada a correção de Bonferroni para 
minimizar erros estatísticos do tipo I (Rice, 1989), o qual consiste em rejeitar a hipótese 
nula quando esta na realidade é verdadeira. Para análises intrapopulacionais foi 
calculado o número médio de alelos (Na); número de alelos exclusivos (Nap); média da 
riqueza alélica (número de alelos independente do tamanho da amostra; Ra); 
heterozigosidade observada (Hobs) e esperada em HWE (Hesp); diversidade genética 
(Dg); e coeficiente de endocruzamento (Fis) com os programas ARLEQUIN 3.11 
(Excoffier et al., 2005), CONVERT 1.31 (Glaubitz, 2004) e FSTAT 2.9.3.2.  
DNA Mitocondrial: Para as análises intrapopulacionais foram calculados o 
número de haplótipos; número de sítios polimórficos (s); diversidade haplotípica (h); 
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diversidade nucleotídica (n); e o número médio de diferenças par-a-par (π) com o 
programa ARLEQUIN 3.11. 
 
Evidências genéticas de gargalo e expansão populacional 
DNA Microssatélite: Para detectar eventos de gargalo populacional passado ou 
recente foi utilizado o programa BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996), 
utilizando-se o modelo misto, assumindo que os locos seguem 70% do modelo de 
mutação gradual com variação de 30%, e o modelo de mutação de alelos infinitos. 
Valores de P foram considerados significativos no nível de 0,05 (P≤0,05).  
DNA Mitocondrial: Os testes de neutralidade D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs 
de Fu (Fu, 1997), os quais evidenciam expansão populacional recente quando 
observados valores negativos significantes, foram calculados no programa ARLEQUIN 
3.11. Também calculamos a distribuição de mismatch (1000 permutações), a qual 
investiga a história demográfica das populações e tende a apresentar distribuição 
unimodal em populações que passaram por uma expansão populacional recente, 
enquanto que uma distribuição multimodal tende a ser característica de populações em 
equilíbrio demográfico em longo prazo (Rogers & Harpending, 1992). Valores de P 
foram considerados significativos no nível de significância de 0,05 (P≤0,05). 
 
Estruturação genética e barreiras para o fluxo gênico 
DNA Microssatélite: Foram calculados os índices de diferenciação genética 
global entre as populações (Fst), entre os indivíduos de uma população (Fis, ou 
coeficiente de endocruzamento), e entre indivíduos de todas as populações (Fit, ou 
coeficiente de endocruzamento total) pelo programa GENEPOP 4.0.10. Também foi 
obtida a diferenciação genética par-a-par (Fst) entre pares de populações e realizada a 
análise de variância molecular (AMOVA) com o programa ARLEQUIN 3.11. Para as 
análises de AMOVA, as amostras das populações CO1 e CO2; e RP1 e RP2 foram 
unidas como CO e RP, respectivamente, dada a proximidade e o histórico de troca de 
indivíduos entre elas (Mendes et al., 2005b; Rogério Ribeiro, comunicação pessoal). 
Foram realizados os testes de diferenciação de populações sem assumir HWE, usando 
1000 interações, com o programa FSTAT 2.9.3.2 e o teste exato de diferenciação (com 
100.000 permutações e 4.000 passos de desmemorização) com o programa ARLEQUIN 
3.11. Valores de P foram considerados significativos no nível de 0,05 (P≤0,05). Para 
análises de testes múltiplos simultâneos foi aplicada a correção de Bonferroni. 
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DNA Mitocondrial:  Foi construída uma rede de haplótipos segundo NETWORK 
4.201 (Fluxus Technology Ltd) e calculados valores de diferenciação genética par-a-par 
(Φst) entre pares de populações, o teste exato de diferenciação (com 100.000 
permutações e 4.000 passos de desmemorização) e realizada a análise de AMOVA, 
como descrito acima, pelo programa ARLEQUIN 3.11. O método de distância utilizado 
foi o de Tamura & Nei (1993), por ser o modelo de substituição mais apropriado 
disponível pelo programa, de acordo os previamente gerados pelo programa 
MODELTEST 3.7 (Posada & Crandall, 1998; dados não mostrados). Valores de P 
foram considerados significativos no nível de significância de 0,05 (P≤0,05). Também 
foi realizado o teste de Mantel (10.000 permutações), que verifica se as diferenças 
genéticas estão correlacionadas com as distâncias geográficas entre as regiões, com o 
programa ARLEQUIN 3.11. As distâncias entre as populações foram calculadas a partir 
do mapa fornecido em Mendes et al. (2005b).  
 
 
 
 
 
Tabela 1. Número de indivíduos analisados por localidade usando DNA 
mitocondrial (DNAmt) e microssatélite (DNAn) em Santa Maria de Jetibá, ES. 
Populações Confirmado1 
Marcador molecular analisado 
Total 
DNAmt+DNAn DNAmt DNAn 
São Sebastião de Belém (SSB) 16 12 1 3 16 
Rio das Pedras 1 (RP1) 12 3 - 1 4 
Rio das Pedras 2 (RP2) 14 1 - - 1 
Córrego do Ouro 1(CO1) 19 12 - 7 19 
Córrego do Ouro 2 (CO2) 5 1 - - 1 
Rio Claro / Rio Triunfo (RCT) 3 2 - - 2 
Total 68 31 1 11 43 
1. segundo Mendes et al. (2005b) e Rogério Ribeiro (comunicação pessoal). 
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Figura 1. Áreas amostradas em Santa Maria de Jetibá, adaptado de Mendes et al. 
(2005b). 
 
RESULTADOS 
 
Diversidade genética e endocruzamento 
DNA Microssatélite: Dos seis locos, um mostrou-se homozigoto em 97% dos 
indivíduos (Tabela 2, Anexo I), não sendo, portanto, utilizado nas análises 
populacionais. Dos cinco remanescentes, o loco 1118 foi o mais polimórfico, mostrando 
11 alelos que variaram em até 28 nucleotídeos, enquanto que os locos 113 e 1110 
apresentaram a menor variação, com seis alelos e 10-12 nucleotídeos de variação, 
respectivamente. A análise dos genótipos dos indivíduos, realizada pelo IDENTITY e 
utilizando os cinco locos polimórficos visando identificar a duplicidade de amostras de 
DNA, mostrou que há baixa probabilidade de dois indivíduos possuírem o mesmo 
genótipo (PID=5,440497x10-5) e, conseqüentemente, alto poder de discriminação dos 
indivíduos. Os cinco locos mostraram-se independentes um do outro pelo teste de 
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desequilíbrio de ligação, após a correção estatística de Bonferroni (P>0,0045). A baixa 
proporção de heterozigotos (Hpr) nos locos 113, 1110 e 1115 sugeriu a presença de 
alelos nulos (Tabela 3), enquanto que a proporção de heterozigotos total foi Hpr=0,607. 
Nas análises intrapopulacionais (Tabelas 3 e 4), as populações melhor amostradas (SSB 
e CO1) desviaram do HWE, com pelo menos três locos confirmando o desvio de HWE 
em uma análise loco-por-loco (P<0,05). O número médio de alelos (Na) total foi 8,0, 
enquanto individualmente esse número variou entre as populações (0,8≤Na≤6,0), 
apresentando uma associação entre maior número de alelos e populações mais 
amostradas. Por outro lado, a riqueza de alelos não se apresentou correlacionada com o 
tamanho da população (Ra=1,7 e 1,8). Os índices de diversidade genética total 
(Dg=0,737665) e heterizogosidade (Hobs=0,57054) foram moderados. As duas 
populações mais amostradas (SSB e CO1) apresentaram valores positivos e 
significativos do coeficiente de endocruzamento (Fis=0,259 e 0,206; respectivamente).  
DNA Mitocondrial: Para as análises intrapopulacionais (Tabelas 5 e 6), a análise 
dos 366 pb da região hipervariável da alça D-loop do DNAmt revelaram 13 sítios 
polimórficos e sete haplótipos, dos quais, três representam 78,1% da diversidade da 
população: H1 (43,7%), H5 (21,9%) e H2 (12,5%). H1 foi o único haplótipo na 
população SSB (n=13), sendo também encontrado em um indivíduo da população CO1, 
que corresponde à fêmea jovem translocada da sua população de origem (SSB; Mendes 
et al., 2005b). Assim, pode-se dizer que o haplótipo H1 é originalmente exclusivo da 
população SSB, enquanto as demais populações compartilham três haplótipos (H2, H3 e 
H5). A diversidade haplotípica total e das populações RP1, RP2, CO1, CO2 e RCT foi 
moderada-alta (htotal=0,7540; 0,7273≤h≤1,0000), enquanto a diversidade nucleotídica 
total foi baixa para todas as populações (ntotal=0,010683; 0,000000≤n≤0,011516), 
indicando que os haplótipos são distintos entre si por poucos passos mutacionais 
(πtotal=3,909804; 0,000000≤π≤4,214827). 
 
Evidências genéticas de gargalo e expansão populacional 
Para o DNA microssatélite, o teste que revela sinais genéticos de gargalo 
populacional não foi significativo para as populações individuais e para SMJ como um 
todo (P>0,05), o que não permite descartar a hipótese nula de equilíbrio populacional. 
Quanto às análises de distribuição mismatch do DNAmt, todas as populações testadas 
apresentaram curvas de distribuição multimodal e irregular, diferentes do esperado sob a 
hipótese de expansão populacional recente, o que indica estabilidade demográfica 
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(Figura 2a). No entanto, o teste da soma do desvio dos quadrados (SSD, Tabela 6) não 
foi significativo para as populações testadas, o que não permite rejeitar a hipótese nula 
de expansão, apesar de a população de CO1 e SMJ como um todo estarem próximas de 
serem significantes (P=0,072 e 0,059; respectivamente). Os testes de neutralidade D de 
Tajima e Fs de Fu não foram significativos (P>0,05), o que não permite rejeitar a 
hipótese nula de equilíbrio populacional (Tabela 6).  
 
Estruturação genética e barreiras para o fluxo gênico 
DNA Microssatélite: As populações apresentaram fraca estruturação genética 
entre si (Fst=0,0768). Houve pouca distinção entre as populações devido à baixa 
freqüência de alelos exclusivos (28,4%) e à heterozigosidade reduzida dentro de cada 
população (Fis=0,2264) e entre todas as populações (Fit=0,2858). Assim, há alta 
probabilidade de dois alelos de um indivíduo serem idênticos por descendência, o que 
sugere alelos pouco diferenciados entre os indivíduos. As análises de AMOVA 
revelaram que as variações dentro das populações foram as principais responsáveis pela 
variabilidade genética geral (Fis=0,14935; P<0,05 e Fit=0,22600; P<0,05). Ao 
contrário, variações entre as áreas dentro das populações (RP1-2 e CO1-2; 
Fsc=0,11920) e entre as populações (Fct=-0,03304) não foram significativas (P>0.05). 
Baixa diferenciação genética par-a-par foi significativa somente entre as populações 
SSB e CO1 (Fst=0,08221; P<0,0033). Nas análises globais, foi observada fraca 
diferenciação genética entre as populações com o teste de diferenciação de populações 
sem assumir HWE e o teste exato de diferenciação populacional (P<0,05). 
DNA Mitocondrial: As análises de AMOVA revelaram que as variações 
genéticas entre as populações foram as principais responsáveis pela variabilidade 
genética geral (Φst=0,58013; P<0,05), indicando forte estruturação genética entre elas. 
Ao contrário, variações entre as áreas dentro das populações (RP1-2 e CO1-2; 
Φsc=0,14052) e dentro das áreas (Φct=0,51149) não foram estatisticamente 
significativas (P>0.05). Os índices de Φst par-a-par foram altos e significativos somente 
entre indivíduos da população SSB e demais populações com mais de um indivíduo 
amostrado (0,65256≤Φst≤0,94310), revelando forte estruturação genética da população 
SSB. Considerando o haplótipo H1 original dessa população, pode-se observar a sua 
maior distinção quando comparada às outras populações também na rede de haplótipos, 
enquanto que não houve estruturação geográfica na distribuição dos demais haplótipos 
(Figura 2b). Quanto às distâncias entre as populações, o teste de Mantel não foi 
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significativo, o que não permite rejeitar a hipótese nula de não associação entre a 
distância genética e a distância geográfica (P>0,05).   
 
Tabela 2. Locos e primers de microssatélites, condições específicas da PCR, 
número de alelos por loco (Na), tamanho dos alelos, número de indivíduos genotipados 
(Nt) e número de indivíduos homozigotos (Nhomo) e heterozigotos (Nhetero). 
Loco/Primer1 
Condições de PCR 
Na Tamanho dos alelos (em pb) Nt Nhomo Nhetero MgCl2 
(mM) 
BSA 
(g/L) T°
1 
312 F e R 1,5 0,02 61°C 2 170 e 176 41 40 1 
113 F e R 1,25 0,02 64°C 6 177, 179, 181, 183, 185 e 187 40 22 18 
157 F e R 1,25 0,02 56°C 7 217, 219, 221, 223, 225, 227 e 229 41 10 31 
1110 F e R 1,5 0,02 58° C 6 208, 210, 212, 214, 216 e 220 39 22 17 
1115 F e R 1,5 0,02 59°C 10 190, 192, 194, 196, 198, 200, 202, 204, 206 e 212. 40 23 17 
1118 F e R 1,0 0,04 58°C 11 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 150, 154, 158 e 160 42 9 33 
F=forward e R=reverse, descritas por Di Fiore e Fleischer (2004). 1. Temperatura de anelamento. 
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Tabela 3. Teste do desvio das freqüências alélicas do esperado em HWE, número de indivíduos (n), proporção de heterozigotos de cada 
loco independente (Hpr) e presença de alelos nulos por loco (valores de P para HWE em negrito). 
Loco 
P-valor HWE por população P-valor 
HWE Total 
(n=42) 
Hpr 
SSB 
(n=15) 
RP1 
(n=4) 
RP2 
(n=1) 
CO1 
(n=19) 
CO2 
(n=1) RCT (n=2) 
113 0,0010* 0,2032, - 0,0021* - - 0,0000* 0,383 
157 0,0086* 0,0767 - 0,7640 - 1,0000 0,0219* 0,833 
1110 0,0000* 1,0000 - 0,0437* - - 0,0000* 0,584 
1115 0,1075 1,0000 - 0,0000* - 1,0000 0,0000* 0,542 
1118 0,0515 0,3083 - 0,0170* - 1,0000 0,0083* 0,693 
                                (*) Valores significativos de P (P<0,05) para HWE; (-) Valores não calculados. 
  
Tabela 4. Diversidade genética intrapopulacional usando microssatélites, número de indivíduos (n), número médio de alelos (Na), 
número de alelos exclusivos (Nap), riqueza alélica (Ra), heterozigosidade observada (Hobs) e esperada (Hesp), diversidade genética (Dg) e 
coeficiente de endocruzamento (Fis). 
População n Na Nap Ra1 Hobs (D.P.) Hesp (D.P.) Dg (D.P.) Fis (p-valor) 
SSB 15 5,8 6 1,7 0,52000 (± 0,25560) 0,69563 (± 0,08884) 0,695632 (± 0,406073) 0,259 (0,0017)* 
RP1 4 3,6 0 1,7 0,50000 (± 0,11785) 0,69333 (± 0,12982) 0,666667 (± 0,476983) 0,318 (0,0217) 
RP2 1 0,8 0 - 1,00000 (± 0,00000) 1,00000 (± 0,00000) 0,500000 (± 0,612372) - 
CO1 19 6,0 4 1,8 0,60626 (± 0,20197) 0,75868 (± 0,06319) 0,790896 (± 0,651687) 0,206 (0,0017)* 
CO2 1 1,6 0 1,8 1,00000 (± 0,00000) 1,00000 (± 0,00000) 0,800000 (± 0,894427) - 
RCT 2 2,8 2 1,8 0,87500 (± 0,25000) 0,87500 (± 0,25000) 0,700000 (± 0,535240) 0,000 (1,0000) 
Total 42 8,0 - 8,0 0,57054 (± 0,18342) 0,77401 (± 0,05991) 0,737665(± 0,432251) 0,265 (0,0100)* 
             D.P. Desvio Padrão. (*) Valores significativos de P após correção de Bonferroni (P≤ 0,0017 para populações individuais e P≤ 0,01000 para a população 
             total). (- ) Valores não calculados. 1. Valor calculado para todas as populações que possuem pelo menos um indivíduo com todos os locos genotipados. 
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Tabela 5. Freqüência de haplótipos de B. hypoxanthus por população de SMJ. 
 
População n nH 
Freqüência relativa 
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 
SSB 13 1 1,0       
RP1 3 3  0,33 0,33 0,33    
RP2 1 1  1,0      
CO1 12 5 0,08 0,08   0,50 0,08 0,25 
CO2 1 1  1,0      
RCT 2 2   0,5  0,5   
Total 32 7 0,44 0,13 0,06 0,03 0,22 0,03 0,09 
                                                  (n). Número de indivíduos. (nH) Número de haplótipos.  
 
Tabela 6. Índices de diversidade por população. Número de indivíduos amostrados (n), número de haplótipos (nH), número de sítios 
polimórficos (s), diversidade haplotípica (h), diversidade nucleotídica (n), número médio de diferenças par-a-par (π), testes de distribuição de 
freqüências pareadas (SSD) e valores dos testes D de Tajima e Fs de Fu. 
População n nH s h (D.P.) n (D.P.) π (D.P.) SSD (p-valor) D (p-valor) Fs (p-valor) 
SSB 13 1 0 0,0000 (±0,0000) 0,000000 (±0,000000) 0,000000 (±0,000000) - 0,00000 (1,0000) - 
RP1 3 3 5 1,0000 (±0,2722) 0,009697 (±0,008361) 3,549163 (±2,453537) 0,164743 (0,367) 0,00000 (0,8160) -,0,07696 (0,2360) 
RP2 1 1 0 1,0000 (±0,0000) 0,000000 (±0,000000) 0,000000 (±0,000000) - 0,00000 (1,0000) - 
CO1 12 5 11 0,7273 (± 0,1133) 0,010254 (±0,006260) 3,753117 (±2,034851) 0,106702 (0,072) - 0,21473 (0,4440) 1,13429 (0,7450) 
CO2 1 1 0 1,0000 (±0,0000) 0,000000 (±0,000000) 0,000000 (±0,000000) - 0,00000 (1,0000) - 
RCT 2 2 4 1,0000 (±0,5000) 0,011516 (±0,012809) 4,214827 (±3,315086) - 0,00000 (1,0000) 1,38629 (0,4560) 
Total 32 7 13 0,7540 (±0,0581) 0,010683 (±0,006118) 3,909804 (±2,013066) 0,059490  (0,059) 0,39260 (0,7030) 1,69278 (0,7940) 
              (*) Valores significativos (P<0,05); (-) Valores não calculados.  
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Figura 2. A. Distribuição mismatch entre os indivíduos. Valores dos eixos X e 
Y referem-se aos números de diferenças e a suas freqüências, respectivamente. Colunas 
e linhas indicam valores observados e esperados (baseados no modelo de expansão 
populacional), respectivamente. B. Rede de haplótipos baseada na estatística Median 
Joining usando o programa NETWORK 4.201. Na rede, cada círculo identificado 
corresponde a um haplótipo, cujo tamanho é proporcional à sua freqüência na 
população; e círculos pequenos correspondem a haplótipos intermediários não 
detectados. Entre os haplótipos ocorre pelo menos uma mutação, sendo um número 
maior indicado por traços. Entre os haplótipos H3 e H4 ocorre a única transversão, 
representada por um losango. 
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DISCUSSÃO 
 
Diversidade genética 
Nossos dados revelaram diversidade genética moderada nas populações de 
Brachyteles hypoxanthus de Santa Maria de Jetibá, baseadas em análises com os 
marcadores do DNA mitocondrial e nuclear. A heterozigosidade observada por 
microssatélites foi mediana (Hobs=0,57054) considerando os dados de outros primatas 
do Novo Mundo (0,330≤Hobs≤0,767; Di Fiore & Fleischer, 2005; Amaral et al., 2005; 
Menescal et al., 2009; Milton et al., 2009). Da mesma forma foi a diversidade 
haplotípica para DNAmt (htotal=0,7540) comparada com outras espécies ameaçadas de 
extinção (0,569≤h≤0,956; Eizirik et al., 2001; Liu et al., 2007; Zhang et al., 2007; 
Chiarello et al., 2008). Para os dados de DNAmt, a diversidade haplotípica moderada 
foi seguida de baixa diversidade nucleotídica, indicando que poucos sítios são 
polimórficos e poucas são as mutações que diferenciam um haplótipo do outro. 
Alvarenga (2008) analisou o DNAmt de oito das 12 populações remanescentes 
da espécie e observou os maiores valores de diversidade haplotípica para as populações 
do Parque Estadual do Rio Doce (PERD), Parque Estadual Serra do Brigadeiro (PESB) 
e do município de Santa Maria de Jetibá (SMJ), respectivamente. Tal ordem também é 
mantida quando considerado o tamanho da área florestal das localidades, sendo que 
SMJ compreende em torno de 2.000 ha total de mata ao somar as áreas de 13 
fragmentos isolados onde ocorrem populações de muriqui (Mendes et al., 2005a). Com 
base nesses dados, uma análise de rarefação revelou que populações de B. hypoxanthus 
que vivem em áreas maiores mantém significativamente mais haplótipos do que aquelas 
que são restritas a áreas menores (Paulo Chaves, comunicação pessoal), corroborando 
com a proposta de Frankham (1996) de que a variação genética tende a ser 
correlacionada positivamente com o tamanho da área de habitat. Dessa forma, a área de 
mata do município apresenta-se como um importante reservatório da diversidade 
genética da espécie.  
Apesar da grande área florestada de SMJ, os níveis moderados de diversidade 
genética encontrados mostram-se surpreendentes frente ao cenário de fragmentação em 
que se encontram as populações (Mendes et al., 2005a,b). Embora Aguirre (1971) tenha 
sugerido que as populações de Brachyteles sofreram um gargalo populacional desde o 
ano de 1500 por causa da redução e fragmentação de 93% da Mata Atlântica original 
(Morellato & Haddad, 2000; Myers et al., 2000; IPEMA, 2005), o longo tempo de vida 
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da espécie pode ter amenizado os efeitos genéticos desses impactos (~35 anos; Strier, 
1993/1994; 10-20 gerações), e dessa forma, não tenha ocorrido tempo suficiente para ter 
afetado dramaticamente a diversidade genética das populações, com perda significativa 
de diversidade. 
Diversidade genética moderada-alta em ambos marcadores mitocondrial e 
nuclear já foi encontrada para outras espécies criticamente ameaçadas de extinção, 
como para o panda gigante (Ailuropoda melanoleuca; Zhang et al., 2007) e a ave 
marinha petrel-magenta (Pterodroma magentae; Lawrence et al., 2008). Segundo Zhang 
et al. (2007) as populações de pandas gigantes estão constantemente ameaçadas pela 
perda de habitat, fragmentação e impactos antrópicos. Devido à dieta específica, 
isolamento de habitat e a restrição reprodutiva, acreditava-se tratar de uma espécie 
“morta evolutivamente”, porém os dados genéticos não confirmaram essa suposição, 
mostrando grande diversidade genética nas populações. O exemplo do panda permite 
sugerir que a redução populacional e a perda de habitat podem ser recentes suficientes 
para não afetar drasticamente alguns elementos da diversidade genética, revelando-se 
como uma espécie ainda com potencial de viabilidade em longo prazo (Zhang et al., 
2007). Da mesma forma, Lawrence et al. (2008) constataram que as populações de 
petrel-magenta apresentam alta diversidade genética em ambos marcadores, apesar 
dessa ser uma das mais raras espécies de aves marinhas do mundo, com uma população 
de tamanho extremamente pequeno (entre 120 a 150 indivíduos). Uma das hipóteses dos 
autores é de que a população remanescente de petrel-magenta reteve uma proporção 
significante da diversidade genética do passado (Lawrence et al., 2008). Similarmente, 
B. hypoxanthus em SMJ parece apresentar potencial genético para viabilidade em longo 
prazo, apesar da situação em que se encontram as populações, sendo a maior de suas 
ameaças o número de indivíduos de cada população, e não a constituição genética de 
cada uma. 
A diversidade nucleotídica nos muriquis de SMJ foi a menor quando comparada 
com dados de outros primatas ameaçados (Clifford et al., 2004; Eriksson et al., 2004; 
Kanthaswamy et al., 2006; Liu et al., 2007). Considerando as gerações longas (Strier, 
1993/1994) e o não descarte da hipótese de estabilidade populacional (presente estudo), 
a baixa diversidade nucleotídica pode consistir em uma característica intrínseca da 
espécie em SMJ devido à separação aparentemente recente das populações. 
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Diferenciação interpopulacional em Santa Maria de Jetibá?  
Os valores de diferenciação populacional foram contrastantes entre os dois 
marcadores utilizados. Verificamos fraca estruturação genética entre as populações com 
os dados de microssatélite, porém forte estruturação genética com dados de DNAmt, 
revelando a população SSB, que é distante e isolada por uma rodovia, distinta 
geneticamente das demais.  
Para avaliar esses índices, vale salientar as características dos marcadores 
utilizados. Regiões do DNAmt são marcadores que não estão sujeitos à recombinação e 
possuem herança matrilinear (Avise & Hamrick, 1996), sendo por isso sensíveis para 
rastrear descendentes de linhagens maternas dentro e entre populações. Microssatélites 
são regiões do DNA nuclear e normalmente são transmitidos de modo biparental 
(Goldstein & Schlotterer, 1999). Essa diferença na transmissão dos alelos pode refletir 
diferentes aspectos da biologia e história populacional. O DNAmt é mais sensível do 
que o nuclear para detectar evidências de gargalos populacionais e flutuações 
randômicas nas freqüências de haplótipos, porque o número efetivo populacional com 
DNAmt é quatro vezes menor do que com DNAn (assumindo proporção de sexos 1:1 e 
condição diplóide; Birky et al., 1983). Apesar da região hipervariável I do DNAmt estar 
entre as mais variáveis no reino animal (Sbisà et al., 1997), locos de microssatélites 
evoluem em taxas ainda maiores e, por causa de sua herança biparental, completam 
dados que eram perdidos por também fornecer informações sobre a contribuição dos 
machos para o fluxo gênico. Os microssatélites, portanto, podem ser particularmente 
informativos para detectar a estrutura entre populações recentemente colonizadas ou 
geograficamente próximas, devido sua geração mais rápida de novas mutações do que o 
DNAmt (Schug et al., 1998). 
Sendo assim, é mais provável que as populações analisadas apresentem fraca 
estruturação genética entre si, como observado para os dados de microssatélite. 
Associado a isso, os haplótipos do DNAmt apresentaram baixa diversidade nucleotídica 
e poucas diferenças par-a-par, o que apóia a interpretação de baixa estruturação das 
populações. Da mesma forma como observado para a diversidade genética, não teria 
ocorrido tempo suficiente para que a redução e isolamento das populações tenham 
afetado dramaticamente sua estrutura genética e, assim,  provocado grandes diferenças 
entre elas, devido ao longo tempo das gerações (Strier, 1993/1994). 
A predominância de um haplótipo (H1) para a população SSB pode ser 
explicada pelo efeito fundador, com posterior expansão populacional, corroborado pelo 
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coeficiente  de endogamia Fis=0,259 (P≤0,0017) com DNAn. No entanto, dada 
diversidade genética moderada para ambos os marcadores e a falta de evidências 
genéticas de gargalo e expansão populacional (discutido adiante), esses fatores podem 
colocar em dúvida a influência direta do endocruzamento sobre o isolamento de um 
haplótipo em SSB, observado ainda o longo tempo das gerações. Associado ao fato de 
que as populações são pequenas e isoladas, pode-se sugerir também a deriva genética 
como responsável pela exclusividade do haplótipo H1 na população SSB. Dessa forma, 
é possível também que essa população tivesse originalmente poucas linhagens 
mitocondriais e que o isolamento populacional das demais, associada à ausência de 
fluxo gênico (promovido principalmente pelas fêmeas jovens) e a efeitos da deriva 
genética, levaria a perda dos haplótipos mais raros e a manutenção de um haplótipo 
(H1) mais freqüente.  
Sendo assim, apesar dos efeitos da deriva ainda não se tornarem evidentes para 
os dados nucleares nessa área, os dados de DNAmt já sugerem falta de fluxo gênico 
entre a população SSB e as demais devido a falta de compartilhamento de haplótipos. O 
fato de não ter-se descartado a hipótese nula de falta correlação entre a distância 
genética e geográfica com os dados de DNAmt pode, ainda, sugerir que barreiras para o 
fluxo gênico como a fragmentação, distância entre as populações e rodovias nesse caso 
parecem não ter sido os principais motivos do isolamento dos indivíduos da população 
SSB. Ao contrário, pode-se propor o isolamento desses indivíduos por um longo 
período, já que as demais populações ainda compartilham alelos apesar do habitat 
desconectado.  
Almeida Júnior (2006) já havia detectado que entre os anos de 1970 e 2005 
houve maior incremento de mata do que desmatamento, de modo que atualmente a 
fragmentação encontra-se em um nível menor de que se encontrava na década de 70. 
Tais dados corroboram nossa hipótese de que as barreiras para o fluxo gênico atuais 
talvez não sejam os principais motivos de isolamento genético para o DNAmt da 
população SSB, já que as demais populações ainda apresentam diversidade e 
compartilham haplótipos entre elas apesar de também terem passado por um período em 
que a fragmentação foi mais intensa do que se encontra atualmente. Por outro lado, a 
existências de barreiras atuais podem ter auxiliado a manter a condição de isolamento, 
dado a maior dificuldade de migração de fêmeas jovens entre os fragmentos. 
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Desvios de HWE: gargalo populacional, endocruzamento ou deriva 
genética? 
O Teorema de Hardy-Weinberg consiste em um modelo nulo, em que uma 
população de tamanho ideal e com cruzamento aleatório não sofre pressão seletiva, não 
alterando, conseqüentemente, as freqüências de alelos entre as gerações. A condição de 
Equilíbrio de Hardy-Weinberg é estimada avaliando a composição de alelos na 
população, de forma que é “esperado” que as freqüências de alelos de um dado loco 
sejam mantidas constantes entre uma geração e outra quando em HWE (Hartl & Clark, 
1997). Desvios do “esperado” podem ocorrer quando: (1) há pressão seletiva; (2) há 
mudanças drásticas no número de indivíduos da população; (3) não há cruzamentos 
aleatórios; (4) há diferenciação genética entre populações que tenham sido analisadas 
como uma única (efeito de Wahlund); ou (5) há má amostragem e/ou genotipagem 
(Hosking et al., 2004). Dessa forma, em estudos de genética de populações o Teorema 
de Hardy-Weinberg funciona como um indicador de desvios das freqüências genotípicas 
de uma população natural, que poderiam sugerir falha de uma ou mais premissas (Hartl 
& Clark, 1997). 
As duas populações de SMJ mais amostradas (SSB e CO1) não se apresentaram 
em equilíbrio de HWE em pelo menos três dos cinco locos de microssatélites, quando 
analisadas individualmente. Ainda, considerando todos os indivíduos, nenhum dos locos 
analisados apresentaram-se em HWE. Sendo assim, é necessário avaliar as possíveis 
causas desse desvio e, dessa forma, a falha de alguma premissa: 
(1) Populações sob pressão seletiva: o marcador de microssatélite é 
caracterizado por ser uma região do genoma que não sofre pressão seletiva (Goldstein & 
Schlotterer, 1999). 
(2) Populações que sofreram mudanças drásticas no número de indivíduos: foi 
observada distribuição mismatch multimodal para o DNAmt, o que indica estabilidade 
demográfica, com valores de P próximos de serem significativos para as populações 
mais amostradas. Da mesma forma, para ambos os marcadores não foi rejeitada a 
hipótese nula de equilíbrio populacional. Vale lembrar que os testes de gargalo 
populacional realizado para DNAn e os de mismatch e neutralidade do DNAmt possuem 
seu poder estatístico aumentado com o número de loci e número de indivíduos 
amostrados, respectivamente (Simonsen et al., 1995; Cornuet & Luikart, 1996; Fu, 
1997; Luikart et al., 1998). Tal relação pode ser observada pelos valores de P com o 
aumento do número de indivíduos amostrados na análise de mismatch para população 
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CO1 e para SMJ como um todo (P=0,072 e 0,059; respectivamente). Sendo assim, para 
essas análises é sugerido o uso de oito a 10 loci de microssatélites e 30-50 indivíduos 
para resultados razoáveis de confiança (Simonsen et al., 1995; Luikart et al., 1998).  
Diante disso, as conclusões a respeito desses dados devem ser feitas com 
cautela. No entanto, o exemplo observado para os dados de mismatch confere suporte 
para considerar a hipótese de estabilidade populacional. Adicionalmente, não foram 
encontrados indícios de partição filogeográfica ou contração/expansão populacional em 
oito populações de muriqui-do-norte analisadas (Paulo Chaves, comunicação pessoal), 
as quais incluem SMJ. De acordo com os autores, análises clássicas e Bayesianas 
mostram que padrão possivelmente seja atribuído pela contribuição conjunta da 
dispersão mediada por fêmeas, estabilidade demográfica, gerações longas e um tamanho 
populacional histórico grande.    
(3) Populações que apresentam cruzamentos não-aleatórios: a deficiência de 
heterozigotos (0,206≤Fis≤0,259; P≤0,0017) das populações mais amostradas (SSB e 
CO1), assim como para a população de SMJ como um todo (Fis=0,265; P≤0,01000), 
sugere que há endocruzamento nessa população.  
(4) Populações distintas geneticamente analisadas como únicas (efeito de 
Wahlund): foi observada fraca estruturação genética entre as populações com os dados 
de microssatélite e pouca diferenciação de alelos entre os indivíduos, o que sugere que 
as populações são poucos diferenciadas dentro e entre elas. 
(5) Populações mal amostradas e/ou mal genotipadas: o presente estudo possui 
amostras de 42 dos 68 indivíduos estimados para as seis populações analisadas (Mendes 
et al., 2005a; Rogério Ribeiro, comunicação pessoal), o que corresponde a 61,8% do 
total de indivíduos para uma espécie “criticamente em perigo” de extinção (Mendes et 
al., 2008). Além disso, as populações SSB e CO1 foram 100% amostradas (Tabela 1), 
enquanto que para as populações RP2 e CO2, as quais apresentaram apenas um 
indivíduo amostrado cada, a realização desse teste não foi possível e conclusões a 
respeito delas necessitam de uma maior amostragem. Para a população RCT, apesar de 
apresentar uma pequena amostragem (n=2), esta corresponde a dois terços da 
quantidade de indivíduos total (n=3), conferindo maior suporte ao resultado de que a 
população está em HWE para os locos possíveis de serem analisados. 
Quanto à genotipagem, mutações como substituições, inserções ou deleções no 
sítio de anelamento do primer podem gerar subestimativa de heterozigotos devido a não 
amplificação de certos alelos e, assim, sugerir a presença de alelos nulos (Goldstein & 
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Schlotterer, 1999). Em nosso estudo, alelos nulos foram sugeridos para três dos cinco 
locos analisados, considerando todas as populações, e para dois dos cinco locos 
considerando somente as populações SSB e CO1 individualmente. Porém, não foram os 
mesmos locos que apresentaram alelos nulos em cada análise individual, tornando 
inconsistente essa interpretação. Além disso, não foi sugerida a presença de alelos nulos 
para outros locos que também apresentaram desvios de HWE. Visto ainda que 
realizamos a genotipagem dos indivíduos com o protocolo de “múltiplos tubos” 
(Taberlet et al., 1996) é sensato concluir que alelos nulos foram raros ou ausentes nos 
locos das populações analisadas. Além disso, problemas associados com genotipagem 
de microssatélites quando o DNA é obtido de amostras de fezes e pêlos são comuns 
(Goldstein & Schlotterer, 1999), pelo fato de cada loco possuir apenas duas cópias por 
genoma (diferente das múltiplas cópias do DNAmt) e problemas estocásticos na 
amplificação ocorrerem. No entanto, no presente estudo não houve dificuldades de 
amplificação das amostras e quando ocorreram estas estiveram relacionadas à alta 
degradação do DNA em todos os locos e não específico de um determinado loco.  
Analisadas as possíveis causas para o desvio de HWE, o endocruzamento 
mostrou-se mais provável, já que este foi positivo e significativo para as duas 
populações mais amostradas (SSB e CO1) e para a população com um todo. No entanto, 
indícios genéticos de endocruzamento normalmente estão associados à baixa 
diversidade genética e evidências genéticas de gargalo (Eldridge, et al. 1999; Collevatti, 
et al., 2007; Morgan et al., 2008), o que não foi concretamente observado para essas 
populações. Sendo assim, a deficiência de heterozigotos observada para as populações 
pode ser a causa dos desvios de HWE, mas a diversidade genética moderada, a não 
rejeição da hipótese nula de estabilidade populacional e o longo tempo das gerações 
colocam em dúvida a pressão real causada pela influência do cruzamento entre 
indivíduos aparentados nessas populações, podendo esses desvios terem sido fortemente 
influenciados por outros fatores que apresentem conseqüências mais rápidas. Associado 
a esses fatores, não podemos descartar o fato de que as populações analisadas são 
pequenas e isoladas, o que levanta questões sobre os efeitos da deriva genética 
(Frankham et al., 2002), os quais são mais rápidos e podem preceder conseqüências 
mais severas.  
Efeitos da deriva sobre aspectos da diversidade genética já foram observados em 
outras espécies, como por exemplo, para a rena da Ilha de Esvalbarda (Rangifer 
tarandus; Gravlund et al., 1998; Côté et al., 2002). De acordo com os autores, registros 
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prévios sugerem que essa espécie poderia ter passado por um gargalo populacional 
recente durante os séculos 19 e 20, quando o tamanho populacional foi reduzido devido 
à caça (Tyler, 1987; Côté et al., 2002), sendo a espécie rara em 1910 e quase extinta em 
1925, ano que se tornou protegida. Os índices de diversidade haplotípica para o DNAmt 
foram cinco a 14 vezes menores na população da Ilha de Esvalbarda quando comparada 
com populações continentais (Gravlund et al., 1998), assim como a heterozigosidade 
observada para dados de microssatélites (Côté et al., 2002). No entanto, as análises 
populacionais não corroboraram a suposição de que a baixa diversidade genética 
estivesse associada com evidências genéticas de gargalo (Côté et al., 2002). Nesse 
sentido, os autores se apoiaram na teoria de Frankham (1997) que diz que a diversidade 
genética tende a ser menor em populações que habitam ilhas do que em populações 
continentais devido ao maior efeito da deriva genética. 
Seguindo essa linha de raciocínio, as populações de muriqui de SMJ 
apresentaram o terceiro maior índice de diversidade haplotípica (htotal=0,7540) entre oito 
populações avaliadas pelo DNAmt (Alvarenga, 2008), diferindo pouco do maior índice 
observado na população do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB; h=0,8456). 
Sendo assim, nossos dados de DNAmt não apresentam redução drástica na diversidade 
genética para a população de SMJ comparado com outras populações e análises com 
microssatélites deveriam ser realizadas para as demais, afim de torná-las comparáveis 
pelos dados de DNAn do presente estudo.  
Apesar de ser uma espécie continental, em SMJ esta ocorre em  habitats 
pequenos e altamente fragmentados, com populações remanescentes isoladas e em 
menor número de indivíduos (Mendes et al., 2005a). Sabe-se que os fragmentos de mata 
em SMJ apresentam área entre 60 e 350 ha (Mendes et al., 2005a), estes pequenos para 
manter a viabilidade populacional de muriquis a longo prazo (Coutinho, 2007). Além 
disso, a distância entre os fragmentos analisados no presente estudo varia de 1,33 Km 
(CO1–CO2) a 12,33 Km (SSB-RCT), sendo esse isolamento provavelmente o principal 
fator responsável pela dificuldade de dispersão de fêmeas jovens e, assim, pela alta 
probabilidade de extinção dessas populações em um período de 50 anos (Coutinho, 
2007). Apesar das populações CO1-CO2 e RP1-RP2 apresentarem evidências de campo 
de troca de indivíduos, estas apresentam barreiras físicas de dispersão, tais como rios e 
estradas, respectivamente, com pontos de passagem restritos entre os fragmentos. Por 
fim, a população SSB apresenta-se ainda mais isolada das demais devido à presença de 
uma rodovia pavimentada e o maior desmatamento no entorno. Tais condições 
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apresentadas pelo município são semelhantes com a de pequenas ilhas, visto que a 
fragmentação da mata dificultaria ou até impediria a migração de fêmeas jovens 
(Mendes et al., 2005b) e, portanto, o fluxo gênico entre as populações. 
Como já citado, é provável que não tenha ocorrido tempo suficiente para que a 
redução e fragmentação da mata afetassem dramaticamente a diversidade genética das 
populações de muriqui e provocado perda significativa de diversidade. No entanto, os 
desvios de HWE, o déficit de heterozigotos para as populações SSB e CO1 e a falta de 
evidências genéticas de gargalo e expansão populacional já podem ser os indícios 
discretos dessa perda como resultado da deriva genética. Assim, a proposta de 
Frankham (1997) de que os efeitos da deriva tendem a serem maiores em populações 
insulares também pode ser aplicada aos muriqui de SMJ, que justificariam os primeiros 
sinais sutis de perda de diversidade. 
 
Implicações para a conservação 
Apesar de estarem em um ambiente fragmentado, as populações de SMJ ainda 
apresentam diversidade genética moderada, com pouca estruturação genética geral, mas 
com sinais de isolamento de uma população (SSB). Devido ao longo tempo de vida da 
espécie é provável que não ocorreu tempo suficiente para que a redução e isolamento 
das populações tenham afetado dramaticamente a diversidade e estrutura genética dos 
indivíduos e provocado grandes diferenças entre as populações de SMJ. No entanto, 
nossos dados fornecem prováveis indícios de efeito da deriva genética, principalmente 
devido as populações estarem reduzidas e isoladas por um longo período. 
Assim como cada espécie requer estratégias de manejo particulares, populações 
de uma espécie podem apresentar diferenças adaptativas ou genéticas significativas 
(Frankham et al., 2002) que necessitem de planos de manejo próprios. A diversidade e 
estruturação genética são importantes ferramentas para a conservação e manejo, pois 
tais informações podem auxiliar na identificação de unidades genéticas distintas, ao 
fornecerem informações que ajudam a identificar Unidades Evolutivamente 
Significativas (UES) e Unidades de Manejo (UM; Moritz, 1994). 
De acordo com o modelo proposto por Moritz (1994), UESs são designadas pela 
monofilia recíproca de marcadores mitocondriais e mostram divergência significante na 
freqüência de alelos de locos nucleares, enquanto UMs são reconhecidas como 
populações com divergência significante na freqüência de alelos de locos nucleares ou 
mitocondriais, apesar de não apresentarem monofila recíproca de marcadores 
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mitocondriais. Seguindo esse critério, populações com genótipos que são fortemente 
relacionados com outras populações, mas que não os compartilham, deveriam ser 
descritos como UM (Liu et al., 2007).  
Nossos dados não nos dão suporte para afirmar a existência de partições 
geográficas definindo populações isoladas dentro de SMJ, as quais deveriam ser vistas 
como UES. No entanto, estudos prévios com DNAmt já definiram a população total de 
SMJ como um dos potenciais reservatórios do patrimônio genético da espécie e, 
portanto, uma UM. Visto a baixa diferenciação na freqüência de alelos e o 
compartilhamento de haplótipos entre as populações, nossos dados fornecem suporte às 
conclusões prévias de que a população total de SMJ deve ser vista como uma unidade 
genética distinta, mas que suas populações em particular não devem ser tratadas como 
unidades diferenciadas.  
Apesar das populações manterem uma proporção significante da diversidade 
genética, o cenário atual de fragmentação permite que as populações estejam mais 
susceptíveis a sofrerem perdas significativas de diversidade com o passar do tempo 
(Frankham et al., 2002). Coutinho (2007) avaliou a viabilidade populacional de 
muriquis nos fragmentos florestais de SMJ e concluiu que nove populações, as quais 
incluem as populações do presente estudo, apresentaram alta probabilidade de extinção 
e perda de pelo menos 25% da heterozigosidade em um período de 50 anos, 
principalmente devido ao isolamento e à dificuldade de dispersão de fêmeas jovens.  
Alvarenga (2008) encontrou cinco haplótipos exclusivos para as populações de 
SMJ entre as oito populações analisadas. Desses cinco, destaca-se o haplótipo H1 como 
originalmente exclusivo da população SSB, observado no presente estudo, assim como 
entre as outras sete populações analisadas. A população de SMJ apresenta, portanto, 
grande diversidade perante o cenário que se encontra, mas com uma população 
aparentemente isolada das demais geneticamente. Assim, uma porção significante da 
diversidade pode estar comprometida, visto que a população de SSB representa cerca de 
40% do número de indivíduos analisados para DNAmt. Sendo assim, a perda de 
haplótipos dessas populações, em especial o haplótipo H1 isolado, poderia representar 
uma perda significativa de diversidade para a espécie.  
Dessa forma, pode-se sugerir que a manutenção da diversidade genética deve ser 
realizada por meio da estabilidade demográfica e proteção do habitat remanescente com 
medidas de conservação focadas na proteção e restauração do habitat. Visto que não há 
forte diferenciação entre as populações, uma proposta para a manutenção da diversidade 
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genética seria o aumento da área florestada com a unificação das populações mais 
próximas em uma primeira etapa (a médio prazo) e posterior unificação total das 
populações em uma segunda etapa (a longo prazo). O remanejamento de indivíduos 
entre áreas pode ser uma boa alternativa para manter a diversidade, visto que já houve 
um caso bem sucedido realizado no município (Mendes et al., 2005b).  
Baseados nessa proposta, testamos um cenário a médio prazo, no qual conectar-
se-ia primeiramente as populações do lado esquerdo da rodovia (RP1, RP2, CO1, CO2 e 
RCT), mantendo a população SSB ainda isolada; e um cenário a longo prazo, 
conectando todas as populações. No cenário a médio prazo, o número médio de alelos 
aumentaria de 3,0 para 6,8 (aumento de 126,7%) para a nova população; a riqueza de 
alelos aumentaria da média de 1,42 para 6,3 (aumento de 343,7%); e o número médio de 
haplótipos aumentaria de 2,4 para 7 (aumento de 192%). Nesse cenário o grau de 
diferenciação entre as populações seria menor, com um Fst de 0,0768 reduzido para 
0,0525 (redução de 31,6%).  
No cenário a longo prazo o número médio de alelos aumentaria para 8,0 
(aumento parcial de 17,6% e total de 166,7%) na nova população unificada; a riqueza de 
alelos aumentaria para 8,0 (aumento parcial de 27% e total de 463,4%); e o número de 
haplótipos se manteria o mesmo. Dessa forma, o ganho no aumento da variabilidade das 
populações é bastante significativo, e os esforços para direcionar o aumento das áreas 
florestadas podem ser valiosos para a espécie. Vale lembrar que o aumento das matas já 
está em planejamento (Projeto Corredores Ecológicos, www.corredores.gov.br), de 
forma que esse trabalho confere suporte às iniciativas já realizadas. 
 
CONCLUSÃO 
 
Os resultados do presente estudo revelaram diversidade genética moderada em 
populações de muriqui-do-norte, uma espécie “criticamente em perigo” de extinção 
(Mendes et al., 2008), o que foi inesperado por estas ocuparem isoladamente habitats 
pequenos em um ambiente intensamente fragmentado. Apesar disso, fraca estruturação 
genética foi observada (DNAn), mas com sinais de isolamento genético para uma das 
populações (SSB com dados de DNAmt), associado à desvios de HWE e valores 
significativos do coeficiente de endocruzamento para as duas populações mais 
amostradas (SSB e CO1). Tais indícios de perda de diversidade podem ser sinais dos 
efeitos da deriva genética, já que não se descartou a hipótese de estabilidade 
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populacional e devido ao longo tempo de duração das gerações da espécie (Strier, 
1993/1994). Tais efeitos são congruentes com a proposta de que a deriva genética tende 
a ser mais intensa em populações insulares (Frankham, 1997), uma analogia aos 
fragmentos de mata de SMJ.  
Diante desses dados, concluímos que as populações de SMJ em particular não 
devem ser tratadas como unidades diferenciadas, visto a baixa diferenciação na 
freqüência de alelos e o compartilhamento de haplótipos entre a maioria das populações. 
Baseado nisso, simulações da diversidade genética mostram que o aumento da 
conectividade dos fragmentos florestais em SMJ a médio e longo prazo pode ser uma 
medida essencial para a recuperação, manutenção e conservação do muriqui-do-norte no 
município.  
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ANEXO. Espécimes utilizados no presente estudo (número MUR) e seus respectivos 
genótipos e haplótipos.  
Área 
Indivíduo Genótipos por loco microssatélite Haplótipo mtDNA 
MUR Sexo 113 157 312 1110 1115 1118 D-loop 
SSB 
1 ? 179 185 225 227 170 170 214 214 194 194 144 160 - 
2 F 179 185 223 223 170 170 216 216 194 206 140 142 h20 
3 ? 183 183 227 227 170 170 208 208 194 194 144 160 - 
5 F 179 185 223 227 170 170 212 214 194 194 138 154 h20 
6 F 179 181 219 219 170 170 220 220 194 198 138 140 h20 
23 M 179 185 223 227 170 170 212 212 206 206 142 142 h20 
61 F 185 185 225 229 170 170 214 216 194 202 138 154 h20 
62 M 185 185 225 229 170 170 214 214 194 194 142 154 h20 
65 F 183 183 223 227 170 170 212 212 198 200 142 154 - 
66 M 179 185 223 227 170 170 212 212 194 204 138 142 h20 
67 M 185 185 221 225 170 170 212 212 192 198 142 154 h20 
119 F 177 183 227 227 170 170 212 212 194 194 142 154 h20 
131 M 185 185 227 227 170 170 212 212 194 194 142 154 h20 
135 F 183 183 225 227 170 170 214 216 194 194 142 154 h20 
141 F 183 183 225 229 170 170 212 212 194 194 142 142 h20 
240 M - - - - - - - - - - - - h20 
RP1 
228 ? 187 187 221 227 170 170 212 216 194 200 134 138 h3 
230 M 0 0 225 225 170 170 0 0 194 194 138 138 h22 
233 F 185 185 225 225 170 170 212 214 194 194 140 140 - 
238 ? 179 185 219 229 170 170 216 216 194 206 136 138 h21 
RP2 236 ? 183 183 221 229 0 0 0 0 196 200 138 138 h3 
CO1 
64 M 181 181 219 223 170 170 212 214 194 194 142 158 - 
132 F 183 187 219 221 170 170 216 216 202 202 134 142 - 
133 F 185 187 219 221 170 170 210 214 0 0 136 144 - 
134 M 185 187 221 225 170 170 214 214 206 206 144 150 h19 
137 M 183 183 221 225 170 170 212 214 206 206 144 144 - 
139 M 185 187 221 227 170 170 212 214 194 194 142 158 h23 
217 F 185 187 217 219 170 170 210 214 194 198 138 144 h19 
219 M 183 185 223 227 170 170 214 214 202 206 144 144 h19 
220 M 183 183 219 221 170 170 210 214 194 194 142 158 h1 
221 M 183 183 223 225 170 170 210 214 196 212 142 158 - 
222 F 183 183 219 225 170 170 210 210 198 198 134 142 h1 
224 F 181 185 219 221 170 170 214 214 200 200 134 142 h3 
229 M 183 183 221 223 170 170 210 214 198 198 142 158 h19 
231 F 183 183 219 219 170 170 214 216 192 194 142 158 h1 
232 F 181 183 219 225 170 170 214 216 194 198 136 158 h19 
234 F 183 183 219 219 170 170 216 216 200 200 144 158 - 
235 M 183 183 223 223 170 170 216 216 192 194 138 144 h19 
237 F 0 0 0 0 170 170 0 0 0 0 142 142 - 
60 F 179 185 223 227 170 170 212 212 194 194 142 142 h20 
CO2 68 F 181 185 217 219 170 170 214 216 202 202 134 142 h3 
RCT 
110 F 185 185 217 219 170 176 212 212 198 202 136 142 h19 
111 F 185 185 221 227 170 170 212 214 190 194 132 144 h21 
   MUR: código de cada indivíduo. F. Fêmea. M. Macho. (?) Indivíduo não identificado. (0). Não 
genotipado. SSB: São Sebastião de Belém, RP1: Rio das Pedras 1, RP2: Rio das Pedras 2, CO1: Córrego 
do Ouro 1, CO2: Córrego do Ouro 2. RCT: Rio Claro-Triunfo. 
  
